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Στα πλαίσια ανίχνευσης και ποσοτικοποίησης των μορίων Εσπεριδίνης, Εσπεριτίνης, 
Ναργενίνης και Ναργινίνης σε πλάσμα όρνιθας, αναζητήθηκε η μέθοδος μέγιστης ανάκτησης 
και επαναληψιμότητας χρησιμοποιώντας διάφορους διαλύτες και μεθοδολογίες. Δοκιμάστηκε 
τόσο η μέθοδος της υγρής-υγρής εκχύλισης (Liquid-Liquid Extraction) όσο και της στερεάς 
φάσεως εκχύλιση (Solid Phase Extraction, SPE). Αναλύθηκαν δείγματα από μάρτυρα όρνιθας 
στα οποία προστέθηκαν τα προς μελέτη μόρια προ της εκχύλισης (pre-spike) και μετά της 
εκχύλισης (post-spike). Σκοπός ήταν η εύρεση της μεθοδολογίας εκείνης με το μέγιστο ποσοστό 
ανάκτησης και των τεσσάρων μορίων.  
Ως διαλύτες κατακρήμνισης στη μέθοδο της υγρής-υγρής εκχύλισης (Liquid-Liquid 
Extraction) δοκιμάστηκαν διάφοροι διαλύτες. Ενδεικτικά, δοκιμάστηκαν το ακετονιτρίλιο, 
μεθανόλη, μεθανόλη με 0.1% οξικό οξύ, ακετόνη, μεθανόλη και ακετονιτρίλιο σε αναλογία 1:1 
(v/v), μεθανόλη με 1% προσθήκη φορμικού οξέος στο πλάσμα, μεθανόλη με 5% προσθήκη 
φορμικού οξέος στο πλάσμα, ακετονιτρίλιο που περιείχε 3% φορμικό οξύ, τριχλωροοξικό οξύ 
και μεθανόλη σε αναλογία 1:1 (v/v) (Ying et al., 2007, Ma et al., 2010, Mullen et al., 2008, Zhu 
et al., 2012, Felgines et al., 2000). Στη μεθοδολογία της στερεάς φάσεως εκχύλιση (Solid Phase 
Extraction, SPE) δοκιμάστηκαν φυσίγγια πληρώσεως εκχύλισης στερεής φάσεως (HLB)  τόσο 
των 10 mgr όσο και των 30 mgr. Για την έκλουση των μορίων από τα φυσίγγια πληρώσεως 
χρησιμοποιήθηκαν διάφοροι οργανικοί διαλύτες όπως μεθανόλη, μεθανόλη με προσθήκη στο 
πλάσμα 1% φορμικό οξύ, μεθανόλη και προσθήκη στο πλάσμα 3% φορμικό οξύ, ακετονιτρίλιο, 
ακετονιτρίλιο και προσθήκη στο πλάσμα 3% φορμικό οξύ,  ακετονιτρίλιο και προσθήκη στο 
πλάσμα 5% φορμικό οξύ (Kanaze et al., 2003, Saeidi et al., 2011, Bock et al., 2008, Irakli et al., 
2012) 
Η μεθοδολογία που ακολουθήθηκε ήταν η κάτωθεν: 
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 Προετοιμασία Δειγμάτων προ της εκχύλισης (pre-spike) 
Μελετήθηκε η ανάκτηση των μορίων σε εύρος συγκέντρωσης από 5 ng/mL έως 500 ng/mL με 
την κατασκευή καμπύλης αναφοράς.  
Σε 50 μl πλάσματος από μάρτυρα προστέθηκαν 10 μl από διάλυμα και των τεσσάρων μορίων σε 
διαλύτη Μεθανόλη-Νερό (1:1 v/v). Ακολούθησε κατακρήμνιση με προσθήκη διαφόρων όγκων 
(200, 400, 800, 2Χ200, 2Χ400) από τους υπό δοκιμή διαλύτες. Μετά την κατακρήμνιση έγινε 
έντονη ανάδευση (vortex) και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 13.500 στροφές για 10 λεπτά. Το 
υπερκείμενο μεταφέρθηκε ποσοτικά σε ξεχωριστό φιαλίδιο και εξατμίστηκε ήπια μέχρι ξηρού 
με φυγοκέντρηση υπό ελαττωμένη πίεση  σε μηχάνημα Lyospeed HT-4X GenVac. Ακολούθησε 
επαναδιάλυση του ξηρού υπολείμματος σε 50 μl διαλύτη μεθανόλη-νερό σε αναλογία 1:1 (v/v).  
 
 Προετοιμασία Δειγμάτων μετά της εκχύλισης (post-spike) 
Μελετήθηκε η ανάκτηση των μορίων σε εύρος συγκέντρωσης από 5 ng/mL έως 500 ng/mL με 
την κατασκευή καμπύλης αναφοράς.  
Σε 50 μl πλάσματος από μάρτυρα προστέθηκαν 10 μl νερό. Ακολούθησε κατακρήμνιση με 
προσθήκη διαφόρων όγκων (200, 400, 800, 2Χ200, 2Χ400) από τους υπό δοκιμή διαλύτες. 
Μετά την κατακρήμνιση έγινε έντονη ανάδευση (vortex) και ακολούθησε φυγοκέντρηση στις 
13.500 στροφές για 10 λεπτά. Το υπερκείμενο μεταφέρθηκε ποσοτικά σε ξεχωριστό φιαλίδιο 
όπου και προστέθηκαν 10 μl από διάλυμα και των τεσσάρων μορίων σε διαλύτη Μεθανόλη-
Νερό σε αναλογία 1:1 (v/v) και εξατμίστηκε ήπια μέχρι ξηρού με φυγοκέντρηση υπό 
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ελαττωμένη πίεση  σε μηχάνημα Lyospeed HT-4X GenVac. Ακολούθησε επαναδιάλυση του 
ξηρού υπολείμματος σε 50 μl διαλύτη μεθανόλη-νερό σε αναλογία 1:1 (v/v).  
 Η μελέτη του ποσοστού ανάκτησης έγινε συγκρίνοντας τα δείγματα προ και μετά της εκχύλισης 
{R%= (area post spike/area pre spike) X 100}. 
Παρατηρήσαμε το μεγαλύτερο ποσοστό ανάκτησης χρησιμοποιώντας ως διαλύτη 
κατακρύμνισης παγωμένη ακετόνη (V=400 μl) (Πίνακας1).  
 
 
 Ανάκτηση (%) 
Μόρια 5 
ng/mL 
10 
ng/mL 
20 
ng/mL 
50 
ng/ml 
100 
ng/mL 
250 
ng/mL 
400 
ng/mL 
500 
ng/mL 
Ναριγίνης 53,65 72,26 100 100 99,56 100 100 82,67 
Εσπεριδίνης 65,98 68,53 89,16 100 100 100 100 74,02 
Ναριγενίνη 91,33 57,68 100 98,36 80,45 72,59 100 75,87 
Εσπεριτίνη 77,38 76,02 87,40 91,72 89,63 100 95,22 85,06 
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Πίνακας1. Ποσοστό ανάκτησης χρησιμοποιώντας ως διαλύτη κατακρύμνισης της ακετόνη. 
 
Δημιουργήθηκαν δείγματα ελέγχου ποιότητας σε 3 επίπεδα (Quality Control Samples), χαμηλής, 
μεσαίας και υψηλής συγκέντρωσης, επί 6 φορές σε κάθε επίπεδο, και αναλύθηκαν με την 
προτεινόμενη μεθοδολογία. Κατασκευάστηκαν καμπύλες αναφοράς εύρους από 5 ng/mL  έως 5 
μg/mL σε πλάσμα μάρτυρα (συνολικά 3 καμπύλες) για να μελετήσουμε τη γραμμικότητα και 
την επαναληψιμότητα της μεθοδολογίας.  
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Σε κάθε περίπτωση ο συντελεστής συσχέτισης ήταν μεγαλύτερος από 0,99 ενώ η 
επαναληψιμότητα και η ακρίβεια ήταν εντός των αποδεκτών ορίων (επαναληψιμότητα 
%RSD<15, ακρίβεια %Εr<15%). Προκειμένου να εκτιμηθεί το φαινόμενο υποστρώματος 
(matrix effect) οι καμπύλες μετά την εκχύλιση συγκρίθηκαν με καμπύλες προτύπων διαλυμάτων 
(Μ.Ο 95%). 
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